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骨補填材の骨誘導に
炭酸 ガスレーザーが及ぼす影響
安 達 仁
Effects　of　Carbon　Dioxide　Laser　Irradiation　on　Bone　Deposition　onto
Bone　Replacement　Materials
Hitoshi　ADAcHI
　　　 Application　of　biomaterials　that　replace　bone　tissues　is　effective　in　jawbone　regen-
eration.　It　has　been　noted　thatβ 一tricalcium　phosphate(β 一TCP)can　 be　applied　in　im-
plant　therapy　fOr　bone　regeneration　methods　such　as　GBR　 and　GTR.　Mean　 while,　it　has
been　reported　that　carbon　dioxide　laser　could　induce　bone　formation　in　bone　defects　and
thus　could　be　applicable　to　bone　regeneration　therapy.　This　study　investigated　the　ef-
fects　of　laser　irradiation　on　bone　deposition　onβ 一TCR　 or　more　specifically,　theeffects　of
laser　irradiationβ一TCP　 filled　bone　defects　in　rat　tibiae.　H-E　 staining　and　soft　x-ray
demonstrated　that　bone　deposition　aroundβ 一TCP　 particles　was　accelerated　by　laser
irradiation　as　compared　with　that　in　the　control　on　day　10　after　treatment.　Interest-
ingly,alarger　number　of　TRAP-positive　cells　could　be　seen　around　theβ 一TCP　particles
in　laser　irradiated　bones　than　to　those　in　the　control　bones.　These　findings　indicated
that　laser　irradiation　stimulated　bone　deposition　onβ 一TCP　 particles　as　well　as　bone
resorption.　Furthermore,　we　focused　on　the　function　of　osteocytes　because　they　may
play　important　roles　in　controlling　bone　metabolism　in　response　to　mechanical　force.
Alcian　blue　and　Peanut　agglutinin(PNA)lectin　staining,　which　detects　sugar　chains　in
proteoglycans,　demonstrated　that　osteocytes　in　cortical　bone　produced　larger　amounts
of　proteoglycans　after　laser　irradiation　than　in　the　control.　These　findings　suggested
that　laser　irradiation　promoted　bone　deposition　onβ 一TCP　 via　osteocytes　irradiated　by
laser.　In　conclusion,　carbon　dioxide　laser　irradiation　stimulated　bone　deposition　onβ 一
TCP　in　bone　defects　in　rat　tibiae,　and　the　combination　of　laser　irradiation　andβ 一TCP　is
available　for　bone　regenerative　therapy.
　　　Key　words:β一TCP.CO21aser,　at,　lectin
緒 言
近年,歯科保存治療において顎骨の再生治療は
重要な課題である。これまでに,骨 欠損に対す る
骨増生のために種々の生体材料1)が使用 されて き
た。その材料の一つ として,従 来,歯 科 あるいは
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整形 外科の領域 において 自家骨 が多 く用 い られて
きた。 自家骨 を採取 す る場合,骨 採 取 によ る外科
的侵 襲が大 きく,採 取量 にも限界 が あ り,採 取部
位 の二次 感染 も懸念 されてい る2,3)。人 工骨代 替材
料 は これ らの 問題 点 を解決で きる もので あ り,骨
補 填材 の研 究 開発 が活 発 にな されハ イ ドロキ シア
パ タイ ト以外 に も,移 植後 に骨 に完全 に置換 す る
とされ る生 体吸収性 の人工骨 β一リン酸三 カル シウ
ム(β 一Tricalcium　phosphate;以下,β 一TCP)
が 開発 され,注 目 されてい る4)。Gaasbeekら5)は
人 の脛 骨骨 切 り術 に β一TCPを用 いて完全 に骨 に
置換 す る事 を報告 してい る。
　 一方,現 在歯科治療 において 日々新 しい治療法
や治 療 器 具 の開 発 が進 ん で お り,様 々 な種 類 の
レーザーが広 く応 用 されて い る。一般 に レーザ ー
は高 出力 レーザ ー と低 出力 レーザ ーがあ り,高 出
力 レー ザ ーで はYAGレ ー ザ ー,炭 酸 ガ ス レー
ザー,ア ル ゴ ンレーザーが代表 的な レーザー と し
て知 られて お り,低 出力 レーザ ーにおいて は,半
導体 レーザ ー,ヘ リウムネオ ンレーザ ーな どが代
表 的 な レーザ ー と して知 られ てい る。 これ らの
レーザ ーの 中で も高 出力 レーザ ーに分類 され てい
る炭 酸 ガス レーザ ーは,レ ーザ ー照 射時 に起 こる
表 面 組 織 の 蒸 散 な ど のHigh　reactive-Level
Laser　Therapy(以下,　HLLT)作 用 と照射 部位
周 囲にお ける細胞 増殖,細 胞の活性 化,治 癒促 進
などのLow　reactive-Level　as rTherapy(LLLT)
作 用 を比較 的容 易に コ ン トロール で きる ことや6・7),
組織表面での水分の吸収性が高 く,非接触型 である
ため,感 染 の危険 も少 な く,操 作性 も優れ てい る
等 の特 徴 を持 っ て い る。 塩 崎 ら8,9)は,ラッ ト脛
骨 におけ る炭酸 ガ ス レーザ ー照射 が骨芽細胞 の分
化 を刺激 し,骨 形成 が顕 著 に誘導 され た ことを示
し,ま た田島 ら10,11)は,ラッ ト耳 介 におけ る炭 酸
ガ ス レーザ ー照 射 が,筋 細 胞 にお け るmitogen-
activated　protein　kinase(MAPK)で あ る
extracellular　signal-regulated　kinase　1/2
(ERk1/2)をリン酸 化 して活性 化す る事 か ら,細
胞増殖 を誘導す る事 を報告 してい る。 これ らの報
告 は,炭 酸 ガス レー ザ ー照射 のLLLT作 用 を示
す もので あ り,組 織 の治癒促 進や再生 療法へ の応
用の可能性 を示 唆す る もので ある。我 々 は これ ま
図1　炭酸ガスレーザー照射
2011
左 側 の 欠 損 部 に10日間毎 日,皮 膚 上 か ら炭 酸 ガ ス
レ ーザ ー を照 射 して い る状 態 を示 す 。
照 射 条 件 は,出 力0.5W,照射 距 離10cmで40秒照 射
(照射 エ ネル ギ ー 密度20J/cm2)。
でに,外 部か らの力の加わり方に応 じて骨が形成
され るとい うWolffの法則12)に従い メカニカル
フォースとして炭酸 ガスレーザーを使用し,骨代
謝に及ぼす影響を分子生物学 レベルで解析 してき
た13)。そこで,本 研究ではscaffoldとして骨再生
療法に用い られているβ一TCPを用い,炭 酸ガス
レーザーと併用す ることで骨形成作用に対 してど
のような影響を与 えるかを調べるために形態学的,
細胞生物学的に解析 した。
材料および方法
　 1.実験動物と切片作製
　動物実験は奥羽大学動物実験規程に従 って行っ
た(動 物実験許可番号,平成21年度22号)。
　 7週齢の雌性sDラ ッ ト(日本 クレア,東 京)
各群10匹を用い,エ ーテル(和 光純薬,東 京)
麻酔下で無痛的に実験 を行った。左右脛骨 を観血
的に露 出 させ,歯 科 用 ラウ ン ドバ ーにて直径
2.5mmの骨欠損を作製 した。その欠損部 に5mg
のβ一TCP(オス フェ リオ ン,オ リンパ ス社製,
東京〉を埋入し縫合 した。その後,左 側の実験部
位には10日間毎 日,皮膚上から炭酸ガスレーザー
(オペ レーザーLite:ヨシダ製作所,東 京)を
照射 した(レ ーザー照射群)(図1)。照射条件は
出力0.5W,照射距離10cmで40秒照射(照 射エネ
(38)
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図2　軟エックス線写真
　　 左側は対照群,右側はレーザー照射群の脛骨を示す。
　　 a:移植後5日 目
　　 b:移植後10日目
　　 矢印:β 一TCPの埋入部位
ル ギ ー密 度20J/cm2)を行 っ た。 右側 の欠 損部 は
炭 酸ガス レーザ ーを照射 しない対照群 とした。
　 実験 開始 後,5日,10日 目にエ ー テル麻 酔 を
行 い,局 所麻 酔 にて屠 殺 後,脛 骨 を摘 出 し,5mm
各のブ ロ ックに して,た だ ちに中性緩衝 ホル マ リ
ン(和 光純 薬,東 京)に て4℃ の もと24時間固定
した。 そ の 後10%EDTA(0.1M　Tris-HCI　buffer,
pH7.4,和光 純薬,東 京)に て20日間脱灰 し,通
法に従いエ タノール(和 光 純薬,東 京〉 にて脱水
後,パ ラフ ィン(TissuePrep,　Fisher　Scientific,
usA)に 包 埋 し4μmの 連 続切 片 を作 製 した。 こ
れ らの切 片 に対 してHematoxylin-Eosin(以下,
H-E)染 色,酒 石 酸耐性 酸1生ホス タフ ァーゼ(以
下,TRAP)染 色,　Alcian　blue染色(pH2.5)お
よび複 合 糖 質結 合 蛋 白質 で あ るLectin(Peanut
agglutinin;PNA,　Ricinus　communis
Agglutinin-1;RCA-1)染色 を行 った。
　 2.染 色 方 法
　 一般 染色 と してH-E染 色,Alcian　blue染色 を,
通法 に従 っ て行 った14)。TRAP染色 はGaasbeek
ら5)の方法 に従 って行 っ た。Lectin染色 は,キ シ
レ ン(和 光純薬,東 京)に て脱パ ラフ ィンを行い
エ タ ノール系 列で親水 後 ,内因性ペ ルオ キシ ター
ゼ の活性 を阻害す るため に3%H202(和光 純薬,
(39)
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図3　 H-E染色
　 　 a,b:移植 後5日 目
　 　 c,d:移植 後10日目
　 　 a,c:対照 群
　 　 b,d:レーザ ー照射 群
　 　 (bar=200μm)
図4　骨形態計測を用いた骨形成幅
　　 a:移植後5日 目
　　 b:移植後10日目
　　 *P<0.05
東京)に5分 間浸漬 した。次 いで0.01mol/Lリン
酸緩 衝 生 理食 塩 水(PBS,　pH7.4)にて洗 浄 後,
ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標 識 レ ク チ ン(Peanut
Agglutinin;PNA,　Ricinus　communis
Agglutinin;RCA-1,生化 学工業,東 京)をPBS
にて100倍希釈 した もの を室温 にて20分間反 応 さ
(40)
Vol.38　No.2 骨補填材と炭酸ガスレーザー:安達 81
図5　 TRAP染色
　 　 a,b:移植 後5日 目
　 　 c,d:移植 後10日目
　 　 a,c:対照 群
　 　 b,d:レー ザ ー照 射 群
　 　 (bar=200μm)
図6　TRAP陽性細胞数
　　 移植後5日,10日目の対照群とレーザー照射群のTRAP陽性細胞数を示す。
　　 *P<0.05
せ た。 その 後PBSで 洗浄 し,Diaminobenzidine
(DAB;ヒス トファインDAB基 質 キ ッ ト,ニチ レ
イ,東 京)に て発 色 した。
3.エ ックス線分析
エ ック ス線 分析 に はエ ック ス線 フ ィル ム
(Kodak社製,東 京)と 軟 エ ックス線撮影装置
(41)
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図7　 Alcian　blue染色(pH2.5)
　 　 a,b:移植 後5日 目
　 　 c,d:移植 後10日目
　 　 a,c:対照群
　 　 b,d:レーザ ー照 射群
　 　 (bar=50μm)
(RO-M40:ソフロン社製,東 京)を 用いた。撮
影条件は,電 流2mA,管電圧40kVとし,照射時
間5secにて撮影 した。
　4.形 態 計 測
　 5日と10日のレーザー照射群 と対照群 のH-E
染色 した切片の写真を撮影 し画像上で新生骨形成
幅 を計測 した。 同様にTRAP陽性細胞数 を計測
した。
　 5.統 計 処 理
　統計学的分析 は,Mann-Whitney検定 を使用
した。P<0.05で行った。
結 果
　図2に,移 植後5日(a),10日目(b)の軟 エ ッ
クス線写真を示す。5日 目の軟エ ックス線所見で
は レーザー照射群と対照群に,顕 著 な差はみられ
ないが,10日目の所見ではレーザー照射群の脛
骨 において β一TCPの穎粒像 が禰慢性の不透過像
と変化 し,骨への置換が促進 している傾向がみら
れた。 さらにこれらの変化 をより詳 しく調べるた
めに脱灰切片を作製 した。
　 図3は 移植後5日(a),(b),10日目(c),(d)の
H-E染色 を示す。5日 目の対照群(図3-a)とレー
ザー照射群(図3-b)のH-E染色では,β 一TCP
穎粒の周囲には炎症性細胞 をともなった結合組織
の増殖がみられ,こ の段階では対照群,レ ーザー
照射群の骨欠損部には,と もに骨形成はほとんど
みられず,組 織学的には両者に顕著な差 は認めら
れなかった。10日目の対照群(図3-c)とレーザー
照射群(図3-d)のH-E染色で は,β 一TCP穎
粒の周囲に骨形成が認められ,骨 へ置換 している
像が認められた。対照群とレーザー照射群 を比較
(42)
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図8　 PNA染色
　 　 a,b:移植後5日 目
　 　 c,d:移植 後10日目
　 　 a,c:対照 群
　 　 b,d:レー ザ ー照 射 群
　 　 (bar=50μm)
してみると,レ ーザー照射群のほうが骨への置換
が尤進 してい るのが観察 された(図3-d)。さら
にこれ らの所見を半定量化するために,対 照群 と
レーザー照射群でのβ一TCP周囲にできた新生骨
の骨形成幅を骨形態計測 し,比較 した。移植後5
日目では対照群とレーザー照射群の間の骨形成幅
に(図4-a)有意差 は認め られなかったが,10日
目ではレーザー照射群の骨形成幅が有意に高い値
を示 し,β一TCPがより骨へ置換 している事が分
かった(図4-b)。
　次にβ一TCPの骨置換に伴ってみられる吸収系
に対す る レーザ ー照射の影響 を調べ るために,
TRAP染色 を行った。
図5に は,TRAP染色の所見 を示す。赤色に染
色 されたTRAP陽性細胞 は,β 一TCP穎粒の周
囲に存在 しており,そ の数は移植後5日 目では
レーザー照射群に比較 して対照群の方が多 くみ ら
れた(図5-a,b)。ところが移植後10日目になると,
逆転 して レーザー照射群 にみ られるTRAP陽性
細胞数が対照群のものに比較 して多くなる事が分
かった(図5-c,d)。さらにこれ らの結果 を明確
にする為に,図6にTRAP陽 性細胞数を計測 し
た結果を示す。図6か ら分かるように,移 植後5
日目の段階では,TRAP陽性細胞数は対照群に比
較 して レーザー照射では有意 に減少 し,10日目
では,レ ーザー照射 によってTRAP陽性細胞数
が対照群に比較 して有意 に増加 した。以上の事か
らレーザー照射をす る事によって骨形成を尤進す
ると同時に骨吸収系にも影響を及ぼすことが明 ら
かになった。
(43)
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図9　 RCA-1染色
　 　 a,b:移植 後5日 目
　 　 c,d:移植 後10日目
　 　 a,c:対照群
　 　 b,d:レー ザ ー照 射 群
　 　 (bar=50μm)
　 これまでに骨組織は,外 部か らの物理的な刺激
に対 して骨代謝が調節 され ることが知られている
が15),近年,こ の刺激 を認識するメカニズムとし
て骨細胞が注 目されている。本研究においても炭
酸ガスレーザーの刺激 によって骨細胞の機能が変
化するかを,複 合糖質の糖鎖を指標に検討 した。
図7に は移植後,5日,10日 目のAlcian　blue染
色 を示す。 レーザー照射群(図7-b)の皮質骨では,
骨細胞にAlcian　blue染色性 を認めたが,対 照群
の皮質骨での骨細胞 には,Alcian　blueの染色性
で陽性反応がみ られなかった。移植後10日目の
Alcian　blue染色結果は,5日目と同様にレーザー
照射群(図7-d)の皮質骨で の骨細 胞 にAlcian
blueの染色性 を認め,対 照群の皮質骨の骨細胞
には陽性反応はみ られなかった。これ らの所見は,
炭酸ガスレーザー照射により,皮質骨欠損部付近
の骨細胞での複合糖質の合成に変化が生じている
ことを示すものである。 さらにこれ らの変化をよ
り詳 しく調べるために,糖鎖認識タンパ ク質であ
るレクチン染色を行った。図8は,ム チン型糖鎖
(0-Link型)を認識す るPNA染 色結果 を示す。
興味あることにレーザー照射群の骨欠損部皮質骨
にみ られる骨細胞では,PNAの局在がみ られた
が,対 照群の骨細胞では,PNAの局在 はみ られ
なかった。これ らの結果はAlcian　blue染色同様,
5日目と10日目ともに同じであった。図9に は,
アスパ ラギ ン型糖鎖(N-Link型)を認識 す る
RCA-1の染色結果 を示す。 レーザー照射群の5
日と10日目の皮質骨の骨欠損部付近の骨細胞 に
は,RCA-1の染色性 がみ られ,対 照群に も同様
(44)
VOl.38　　No.2 骨補填材と炭酸ガスレーザー:安達 85
の染色性がみられた。そして,そ の染色性には違
いはみ られなかった。
考 察
　 骨の再生療法 において,骨 補填材の応用は,重
要な役割 を占める。これまでに,ハ イ ドロキシア
パ タイ トやBMP等 の骨補填材 を使用 した研究報
告 がなされ1,16),その結果骨補填材 としての具備
する条件 として,組 織親和性が良好で あること,
骨組織の修復過程を阻害 しないことなどがあげら
れている。これらの条件 を満たす材料 として,近
年 リン酸カルシウム系に属するβ一TCPが注 目さ
れ,整 形外科や歯科領域に多く用いられるように
なり,こ れに伴い多くの形態学的な基礎研究が行
われ,組 織親和性を含め,そ の有用性が確認 され
てい る17～32)。また,β 一TCPにBMP等の骨形成
因子複合体を応用することにより骨形成能 を促進
させ るなどの報告 もあり3),β一TCPと増殖 因子
やサイ トカインの併用が骨形成促進に有用である
ことが示 されている。 しか し,これらの方法は臨
床応用においては二次感染や,予 期できない副作
用の懸念 もあり多 くの問題をかかえている。これ
らの点 を配慮 した場合,炭 酸ガスレーザーは骨再
生治療に有用である事が報告9,11,13)されていること
からβ一TCPとの併用の有用性が期待できる。軟
エ ックス線写真の結果か らβ一TCP移植後5日 目
での対照群とレーザー照射群の骨形成量には変化
が認められなかったが,10日目においては,レ ー
ザー照射群の方が対照群と比較して骨の形成が促
進 されていることが分かった。これは,炭 酸ガス
レーザー照射がβ一TCPの骨への置換を促進 して
い ることを示す もので ある。 これ らの所 見 は,
H-E染色 において も確認 され,移 植後5日 目の
β一TCP穎粒 は,対 照群 もレーザー照射群 も未だ
骨へ置換 されていないが,10日目になると,レ ー
ザー照射群の β一TCP穎粒が骨基質に置換 されて
いる所見がみられ,レ ーザー照射によって骨への
置換が促進 していることが推測 される。一般 に
β一TCPが骨 に置換す る過程は坂田のが報告 して
いるように,β 一TCP穎粒の周囲に線維性結合組
織が出現 し,その後顯粒が骨基質に完全に置換 さ
れる。これ らの骨置換過程は,ハ イ ドロキシアパ
タイ トと異なるところであり,本実験 も同じメカ
ニズムによって骨置換がおきているものと思われ
る。 さらに,レ ーザー照射による骨置換量 を定量
するために形態計測を行った結果,移 植後5日 目
では著 明な変化はなかったものの,10日目にお
いて,レ ーザ ー照射 群 は対 照群 と比較 して,
β一TCP穎粒の骨置換幅が約2倍 に促進 していた。
これらの所見は,炭 酸ガスレーザー照射の刺激に
よって骨形成が促進 していることを示 しており,
炭酸ガスレーザー照射の刺激が骨芽細胞の機能を
元進 させ骨形成 を促進 させ るという塩崎ら9)の報
告 と同 じ結果になった。
　Gaasbeekら5)の報告によると,炭 酸 ガス レー
ザーは骨代謝に対 して骨芽細胞だけでなく破骨細
胞にも重要な影響を果たしているという。そこで
骨吸収系に対す る影響を調べるためにTRAP染
色を行った。対照群ではβ一TCP穎粒の周囲に破
骨細胞が認 められ経時的にTRAP陽性細胞数が
増加 していた。 しか し興味あることに,移 植後5
日目の対照群とレーザー照射群 を比較するとレー
ザー照射群の方 が有意 にTRAP陽性細胞数が抑
制 されてお り,10日目で は逆転 して レーザ ー照
射群のほうが有意に高い値をしめ した。これ らの
結果はレーザー照射 により初期段階では吸収系を
抑制 し,骨形成を優位にさせ るように働 き,後期
では吸収系 も形成系 もともに尤進す るHigh　turn
overを誘導す ることが示唆 された。 これ らの現
象が,β 一TCPの骨置換を早める一つのメカニズ
ムになっていることは十分に考 えられるが,詳 細
なメカニズムについてはさらなる実験が必要であ
る。
　次に,炭 酸ガスレーザー照射の刺激がどのよう
に骨代謝 に影響 しているかを考 える必要がある。
近年,Bonewaldら33)は,骨にかか るメカニカル
フォースは,骨 細胞が認識 し,dendritic　process
を通 じて骨芽細胞や,さ らには破骨細胞に影響を
与えると報告 している。 さらに,力 をうけた骨組
織 の 骨 細 胞 に はMEPE(Matrix　e tracellular
phosphoglycoprotein)とい う糖 タ ンパ クが発現
す ることがGluhak-Heinrichら34)によって報告
されてい る。そ こで本研究 において も炭酸 ガス
レーザー照射が骨細胞の機能に影響するかを調べ
(45)
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るために,プ ロテオグ リカンに注目した。Cheng
ら35)は力を与えた骨組織の骨細胞でプロテオグリ
カンの一つであるコン ドロイチン硫酸の合成に変
化がみ られることを報告 している。本実験でみ ら
れた炭酸ガス レーザー照射 の作用 もメカニカル
フォースと考 えた場合,骨 細胞が骨代謝に影響 し
ている可能性 は十分に考えられ る。
　Alcian　blue染色 を行った結果,レ ーザー照射
群の骨細胞でのみAlcian　blueの反応が認められ
た。これは,酸 性ムコ多糖であるフ゜ロテオグ リカ
ンの合成が認められることを示 している。 さらに
よ り糖鎖 を確認する為に糖鎖結合タンパ ク質であ
るLectin染色 では,0-Link型糖鎖に結合す る
PNAがレーザー照射群の骨細胞にのみ局在 して
いた。一方,N-Link型糖鎖 に結合す るRCA-1
では対照群 とレーザー照射群の両方の骨細胞に局
在を認め,両 者の染色性 には変化がみ られなかっ
た。PNAが結合するガラク トース,　N一アセチル
ガラク トサ ミン糖鎖は0-Link型糖鎖に含まれ,
ムチン型糖蛋白質やプロテオグ リカンであるコン
ドロイチ ン硫 酸やデルマ タン硫酸 に含 まれ る。
Takagiら36)は,ラッ ト脛骨の骨細胞において コ
ンドロイチン硫酸,デ ルマタン硫酸が合成 される
ことを報告 している。 したがって本研究において
も炭酸ガスレーザーが骨細胞に作用 し,そ の機能
変化の一部 としてプロテオグ リカン合成 が充進 し
たものと考える。そして骨細胞が,骨 芽細胞や破
骨 細胞 の機 能 を コ ン トロー ル し,そ の結 果
β一TCPの骨置換の尤進が誘導 されていることは
十分に考えられる。 しか しながら,骨細胞が具体
的にどのようなシグナルを伝達 しているかは,本
実験では不明である。今後,更 なる研究において,
糖タンパクやプロテオグ リカンの発現が骨細胞の
骨代謝調節因子として重要な鍵となっている事 を
解明する。
結 論
　本研究か ら,炭 酸ガスレーザー照射の刺激は,
骨補填材の骨誘導 を促進 させ ることが明 らかに
なった。又,こ のメカニズムには骨細胞が関与す
ることが示唆 された。
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